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研究成果の概要（和文）：本研究の目的はトロンボポエチン投与による血小板増加によって肝障
害抑制、肝線維化抑制効果を持続させ、肝細胞癌を抑制することである。ヒト肝癌細胞株にト
ロンボポエチンを添加し、明らかな増殖効果のないことを確認した。また肝細胞癌の自然発癌
モデルである Pten 肝臓特異的ノックアウトマウスを用いてトロンボポエチンの肝細胞癌抑制
効果を検討した。その結果メスにおいてのみ有意に発癌を抑制したため、トロンボポエチンに
よる血小板増加効果およびエストロゲン増加作用が考えられた。トロンボポエチンは肝細胞癌
抑制効果を有する可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The aim of this research is to develop new prophylactic method of 
hepatocellular carcinoma using thrombopoietin to induce thrombocytosis. We clarified that 
thrombopoietin has no effect of proliferating hepatocellular carcinoma cell lines. We also 
investigated the prophylaxis of hepatocellular carcinoma in Pten liver conditional knockout 
mice by administrating thrombopoietin. As a result, thrombopoietin reduce hepatocellular 
carcinoma in female mice. Thrombopoietin has some effect of prophylaxis of hepatocellular 
carcinoma. 
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１．研究開始当初の背景 
肝細胞癌の原因疾患として最も多いのが C
型肝炎である。現在約 170 万人が慢性肝炎と
なっており、そのうちの 30％は肝硬変から肝
細胞癌を発生する。我が国の C 型肝炎ウイル
スの特徴は抗ウイルス療法に反応しにくい
1b 型が大多数を占めることであり、線維化の
進行と共に発癌の可能性が高まってくる。ま
た、メタボリックシンドロームの一種である
非アルコール性脂肪性肝疾患は成人の 15～
30％が有する疾患であり、そのうち約 10％
は非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）に進
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行する。NASH は肝臓への脂肪沈着に加えて
壊死炎症性変化を示し、肝硬変から肝細胞癌
を発症する。C 型慢性肝炎、NASH ともに発
癌を抑制する治療法は全くないのが現状で
あり、その開発が社会的に強く求められてい
る。これまでの線維化抑制の研究は遺伝子導
入や SiRNA を用いた研究が多く、実用化に
至っていない。また肝細胞癌の予防的治療法
はいまだ実現していない。 
 我々は血小板の肝臓に対する作用に着目
してきた。血小板を増加させる増殖因子であ
るトロンボポエチンに注目し、体内の血小板
を増加させることによってマウス 70％、90％
肝切除モデルで血小板に肝再生促進作用が
あることを世界で初めて明らかにした。また
トロンボポエチンによる血小板増加によっ
てマウスおよびラット慢性肝炎モデルの肝
線維化を有意に抑制することを世界で初め
て明らかにした。さらに血小板が劇症肝炎に
おける肝細胞障害を著明に抑制することを
報告した。以上に述べた結果から、慢性 C 型
肝炎および NASH の患者に対し持続的なト
ロンボポエチン投与を行うと血小板が肝臓
に作用して肝障害抑制と肝線維化抑制、肝再
生が起こり、最終的には肝細胞癌の発癌抑制
療法を確立できると考えた。 
 
２．研究の目的 
 肝細胞癌は慢性肝炎、肝硬変を背景に多段
階の発癌様式を示すことが明らかになって
きた。肝炎の治療法としてはインターフェロ
ンや核酸アナログ製剤を中心とした抗ウイ
ルス療法が用いられているが、効果的な発癌
予防策はないのが現状である。本研究の目的
は肝癌の発生母地である線維化肝に対して
トロンボポエチンの継続投与による血小板
増加によって肝障害抑制、肝線維化抑制効果
を持続させ、肝細胞癌の発癌抑制効果を明ら
かにすることである。 
 
３．研究の方法 
(1)肝組織と各種肝癌細胞におけるトロンボ
ポエチン受容体 c-Mpl の発現 
本研究の目的は肝癌の発生母地である線
維化肝に対してトロンボポエチンの継続投
与による血小板増加によって肝障害抑制、肝
線維化抑制効果を持続させ、肝細胞癌の発癌
抑制効果を明らかにすることである。そのた
めにまずトロンボポエチンが肝細胞癌にど
のような影響を与えるか検討する必要があ
る。 
研究の第一段階として正常ヒト肝組織、肝
硬変、ヒト肝細胞癌組織に対するトロンボポ
エチン受容体 c-Mpl の発現を RT-PCR にて検
討する。また HepG2、Huh7、Hep3B の 3 つの
ヒト肝癌細胞株に対する c-Mplの発現を検討
する。 
 
(2)トロンボポエチンのヒト肝細胞癌に対す
る細胞増殖効果の検討 
トロンボポエチンがヒト肝細胞癌に対し
て過剰な細胞増殖を起こさないことを①の
検討で癌細胞のうち最も c-Mpl発現が多かっ
た Huh7 を用いて明らかにする。主な検討項
目は増殖関連のシグナル伝達系の解析、BrdU
取り込み試験および CCK-8 試験である。また
Huh7 の癌の進展がトロンボポエチンによっ
て増悪するか invasion assay および
migration assay にて検討する。 
 
(3)トロンボポエチンの Pten CKO モデルにお
ける自然発癌抑制効果の検討 
Pten（phosphatase and tensin homologue 
deleted on chromosome 10）は、多くの悪性
腫瘍においてその DNA変異が認められる癌抑
制遺伝子である。またその DNA 変異のみなら
ず、蛋白発現低下～消失が全悪性腫瘍の約半
数で認められる。Pten の肝臓特異的ノックア
ウトマウス（Pten CKO マウス）は脂肪肝から
40～70 週で肝細胞癌が発生するため、ヒト肝
細胞癌の発癌モデルとして極めて有用であ
る。40 週齢の Pten CKO マウスの雄および雌
を用いて週一回トロンボポエチンを腹腔内
投与するトロンボポエチン群と投与しない
対照群を作成し、35 週間経過を観察する。検
討項目は血小板数、肝機能、生存率、肝癌発
生率である。 
 
４．研究成果 
(1)肝組織と各種肝癌細胞におけるトロンボ
ポエチン受容体 c-Mpl の発現 
正常ヒト肝組織、肝硬変、ヒト肝細胞癌組
織中の c-Mpl の発現を RT-PCR にて確認した
（図 1）。 
非癌部の比較では正常肝組織が C型肝炎およ
び B型肝炎を背景とした肝硬変より c-Mpl の
発現が高く、また非癌部が癌部より c-Mpl の
発現が高い傾向にあった。c-Mpl の免疫染色
では非癌部が肝細胞癌より有意に染まる傾
向が認められた（図 2）。 
次に HepG2、Huh7、Hep3B の 3 つのヒト肝癌
細胞株および不死化ヒト肝類洞内皮細胞
TMNK-1、不死化ヒト肝星細胞 TWNT-1、ヒト肝
細胞に対するトロンボポエチン受容体 c-Mpl
の発現を RT-PCR にて検討した（図 3）。 
c-Mpl 発現量はヒト肝細胞が最も高く、
TMNK-1 と TWNT-1 ではほとんど発現していな
かった。肝癌細胞株では Huh7 の c-Mpl 発現
量が最も高かった。 
 
(2)トロンボポエチンのヒト肝細胞癌に対す
る細胞増殖効果の検討 
検討で c-Mpl 発現が多いことが分かった
Huh7 を用いて、トロンボポエチンの肝細胞癌
に対する細胞増殖作用を検討した。Huh7 にト
ロンボポエチンを添加すると Akt と ERK1/2
の活性化が認められた（図 4）。 
 
 
トロンボポエチンの Huh7 に対する増殖促進
作用を BrdU 取り込み試験および WST-8 試験
（図 5）の 2 つの方法で検討したところ、明
らかな増殖促進作用は認められなかった。 
また Huh7 の癌の進展がトロンボポエチンに
よって増悪するか invasion assay および
migration assay にて検討したが、いずれも
トロンボポエチンによる明らかな浸潤や転
移は起こらなかった（図 6）。 
 
(3)トロンボポエチンの Pten CKO モデルにお
ける自然発癌抑制効果の検討 
40 週齢の Pten CKO マウスの雄および雌を用
いて週一回トロンボポエチンを腹腔内投与
するトロンボポエチン群と投与しない対照
群を作成し、35 週間経過を観察した。検討項
目は血小板数、肝機能、生存率、肝癌発生率
である。トロンボポエチン投与によって血小
板数は有意に増加した（図 7）。肝機能は 2群
間で有意差を認めなかった。生存率は雄では
有意差が認められなかったが（図 8）、雌では
TPO 群の生存率が有意に向上した（図 9）。肝
癌発生率は雄では両群とも全例に肝癌が認
められたが、雌ではトロンボポエチン群の肝
癌発生率が減少した（図 10）。肝細胞癌の一
例を図 10 に示す。卵巣細胞にトロンボポエ
チン受容体である c-Mpl が発現し、トロンボ
ポエチンが卵巣細胞を増殖させるという報
告がある（Sirotkin AV et al, J Endocrino
logy 2004）。またエストロゲンは非アルコー
ル性脂肪性肝炎の抑制作用（Sephner T et a
l, Cancer 2009）、肝癌細胞の増殖抑制作用
（Huang EJ et al, MCB 2006）があることが
報告されている。今回トロンボポエチン投与
によって雌の生存率に有意差を認めた要因
としてトロンボポエチンの血小板増加効果
およびエストロゲン増加作用が考えられた。
トロンボポエチン投与は限定的ではあるが
肝癌抑制効果を有する可能性が示唆された。 
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